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研究成果の概要（和文）：ストレスや不安にかかわる大脳辺縁系と覚醒系の相互関係を神経科学的に解明するた
めに研究を行なった。ノンレム睡眠のマウスに分界条床核のGABA作動性ニューロンを光遺伝学的に刺激すると直
ちに覚醒に移行した。この作用はオレキシン拮抗薬によって阻害されなかった。一方、化学遺伝学的にこれらの
ニューロンを興奮させると覚醒時間が延びたが、この作用はオレキシン受容体拮抗薬によって阻害された。一
方、オレキシンの下流における青斑核のノルアドレナリンニューロンが扁桃体外側部を介して恐怖行動を増強
し、汎化に関与することを見出した
研究成果の概要（英文）：We found that acute optogenetic excitation of GABA neurons in the BNST 
during non-rapid eye movement (NREM) sleep in mice resulted in immediate transition to a wakefulness
 state without the function of orexins. Prolonged excitation of GABABNST neurons by a chemogenetic 
method evoked a longer-lasting, sustained wakefulness state, which was abolished by 
pre-administration of a dual orexin receptor antagonist. We also found that when the orexin→NA→
amygdala circuit was artificially activated, fear-related behavior increased in a similar but 
distinct from the training context. Increased activation of these circuits enhanced the fear 
response in otherwise neutral situation. Conditions that naturally activate orexin neurons, such as 
fasting, could result in an orexin-dependent shift to a ‘vigilance’ state and alter the selection 
of a behavioral response to avoid and handle environmental threats. 
研究分野：神経生理学
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１．研究開始当初の背景 
睡眠は脳および全身の恒常性の維持に必須
の生理的過程であり、睡眠の質を改善するこ
とが、人々の健康の維持増進という観点から
重要である。不安やストレスは不眠の原因に
なる。また、うつ病では睡眠障害は必発とい
ってよい。これらは大脳辺縁系のかかわる情
動や不安と覚醒制御系との強い関係を示唆
している。オレキシンは、覚醒を維持するた
めに不可欠の分子である。オレキシン欠損動
物は、睡眠・覚醒状態が分断化し、レム睡眠
が不適切なタイミングで現れるなど、ヒトの
睡眠障害ナルコレプシーに酷似した、きわめ
て異常な睡眠・覚醒パターンを示す。ヒトで
も、ナルコレプシーはオレキシン欠損症であ
ることが明らかになっている。逆にオレキシ
ン系の過剰な活動は不眠に結びつくことも
示されている。実際に、現在、オレキシン拮
抗薬 Suvorexantが不眠症治療薬として上市
されている。つまり、オレキシン系が不眠症
の病態において過覚醒のメカニズムにも関
与している可能性が高い。オレキシンニュー
ロンは高いモチベーションを必要とする行
動をとっているときや、情動ストレスがかか
っているときに興奮していることが示され
ており、大脳辺縁系や報酬系との深い関連が
示唆されていることからも情動との関連が
示唆される。不安やストレスが不眠症を生む
ことは、大脳辺縁系と覚醒制御システムの関
連が過覚醒の背景にあることを示している。
病態を完全に理解し、不眠の根治治療を開発
するためには大脳辺縁系が覚醒システムを
駆動するメカニズムを神経回路や介在する
分子のレベルで完全かつ正確に理解する必
要がある。しかし、大脳辺縁系がどのような
メカニズムで覚醒を促し、逆に覚醒にかかわ
る系が大脳辺縁系機能におよぼす影響やそ
のメカニズムは十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①大脳辺縁系を操作したさいに
おこる睡眠覚醒状態への影響を明らかにす
る。また、②逆に、覚醒系が大脳辺縁系に与
える影響にもアプローチする。 
 まず、大脳辺縁系と覚醒系との関係を明ら
かにするために、大脳辺縁系や報酬系からオ
レキシンニューロンやヒスタミンニューロ
ンなど覚醒系への神経接続を解明するため
に、これらのニューロンにシナプス接続をす
るニューロン群を１細胞レベルで可視化し、
介在する神経伝達物質を同定する。さらにオ
レキシン産生ニューロンなどの覚醒系に入
力するニューロン群を光遺伝学的などで操
作し覚醒系に与える影響を明らかにする。 
 本研究ではまず、睡眠覚醒制御系において
きわめて重要な役割を果たしているオレキ
シンニューロンや、ヒスタミンニューロンを
起点としてこれらのニューロンへの直接の
入力系をマウス脳において網羅的に同定し、
それらを特異的に光遺伝学的あるいは薬理
遺伝学的な操作をくわえることにより、オレ
キシンニューロンやヒスタミンニューロン
がどのように制御されているかを明らかに
する。さらには同定したニューロン群と睡眠
の開始・維持に関わる視索前野の GABA作動
性ニューロンや大脳辺縁系・側坐核などとの
関連を細胞レベルで明らかにし、睡眠覚醒の
制御に関わる神経回路を詳細に解明する。こ
れらによって大脳辺縁系の活動がどのよう
な神経経路を介し覚醒制御システムに影響
を与えるかを検討する。 
 一方、オレキシンニューロンやその下流の
モノアミン作動性ニューロンを操作して、大
脳辺縁系に与える影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
オレキシン産生ニューロンとヒスタミンニ
ューロンの上流ニューロンを組み換え型レ
イビースウィルスベクターをトレーサーと
して用いて、マウス脳において網羅的に同定
した。それらの一次上流ニューロンがもつ神
経伝達物質や電気生理学的性質を組織学的
および電気生理学的実験によって明らかに
した。特異性を確実にするため、オレキシン
ニューロン特異的に Creを発現する
orexin-CreマウスおよびHdc-Creマウスと組
み換え型レイビースウィルスベクターを用
いた。 
 SADΔG-EGFP(EnvA)を用いて蛍光蛋白質に
より直接オレキシンニューロンとヒスタミ
ンニューロンにシナプス性結合をする第１
次の上流ニューロンのみをラベルした。TVA
およびRGはFLEXスイッチシステムをもちい
たAAVベクター２種によりCre発現細胞にの
み特異的に一過性発現させた。これらの AAV
を上記Creマウスの視床下部外側野に感染後、
同部位に SADΔG-EGFP(EnvA)を感染させ脳を
固定、組織を観察した。 
 ここでラベルされた上流のニューロンの
神経伝達物質が何であるかを明らかにする
ため、in situ hybridizationや免疫組織化
学をもちいたほか、Gad67-GFPマウスを
orexin-Cre や Hdc-Cre と 掛 け 合 わ せ
SADΔG-mCherry(EnvA)を用いて上流ニュー
ロンの持つ化学的性質（神経伝達物質）を明
らかにした。 
 容量伝達の伝達方式をとるモノアミンシ
ステムに関してはレイビースウィルスでラ
ベルできない可能性があるため、モノアミン
系に関しては順行性トレーサーによる検討
もおこなった。特にうつや不安に関係の深い
セロトニンによるオレキシン系とコリン作
動性ニューロンへの影響についての検討を
おこなった。セロトニンニューロンに特異的
に Creを発現する Sert-Creマウスや
ePet-Creマウスを用いて、背側縫線核に
AAV-FLEXシステムを用いたベクターにより、
セロトニンニューロン特異的に ChR2-YFPを
発現させ、順行性トレーサーとして用いたほ
か、オレキシンニューロンからのパッチクラ
ンプ記録と合わせ、光刺激実験を行った。 
 また、大脳辺縁系が覚醒に及ぼす影響とメ
カニズムを検討した。恐怖や不安に関与す
る分界条床核は、脳内の複数の領域に投射
して情動を制御している。分界条床核に局
在するGABA作動性ニューロンに着目し、そ
の覚醒制御に おける役割を解析した。 
 一方、オレキシンニューロンからの出力系
に関しても検討を行った。オレキシンニュー
ロンが投射する青斑核に局在するノルアド
レナリンニューロン(LCNAニューロン)には
OX1Rが豊富に発現している。また LCLAニュ
ーロンは扁桃体に投射していることが知ら
れている。われわれは、cTRIO法により扁桃
体外側部(LA)に投射する LCNAニューロンに
オレキシンニューロンが単シナプス性に接
続していることを証明し、この経路を光遺伝
学や薬理遺伝学をもちいて操作しその機能
を調べた。 
 
４．研究成果 
SADΔGベクターによる一次上流ニューロン
の同定の結果、ヒスタミンニューロンとオレ
キシンニューロンは似た神経性入力を受け
ていることが明らかになった。ヒスタミンニ
ューロン、オレキシンニューロンとも、視床
下部の外側では、一次上流ニューロンは脳内
の広範な領域に見出されたが、そのパターン
は似通っていた。また、オレキシンニューロ
ンやMCHニューロンからヒスタミンニューロ
ンへの単シナプス性接続が観察されたほか、
室傍核 AVPニューロンや、CRHニューロンか
らオレキシンニューロンへの単シナプス性
接続も確認された。 
両者とも視床下部内、とくに視索前野や前視
床下部に多くのインプットニューロンが観
察された。とくに睡眠制御に関わるとされる
腹外側視索前野（VLPO）に局在する GABA作
動性ニューロンから、オレキシンニューロン
とヒスタミンニューロンの両方に単シナプ
ス性の接続があり、また、これらの VLPOニ
ューロンはセロトニンやノルアドレナリン
で抑制されることを電気生理学的に証明し
た。これらの性質はいわゆる sleep-active 
neuronsにみられるものであり、オレキシン
ニューロンとヒスタミンニューロンには、
sleep-active neuronsからの単シナプス性の
接続があることが明らかになった。 
また、光遺伝学を用いて分界条床核に存在
する GABA作動性ニューロンを特異的に興
奮させたところ、約2秒の潜時ですぐにノ
ンレム睡眠から覚醒に移行することが明ら
かになった。しかし、レム睡眠時に同様の
刺激を与えても何も効果がみられなかった。
ノンレム睡眠から覚醒に直ちに移行する作
用は、 オレキシン受容体拮抗薬により影響
を受けなかった。一方、分界条床核 GABA
作動性ニューロンを薬理遺伝学的により持
続的に興奮させたところ、覚醒時間の延長
とノンレム睡眠・レム睡眠両方の減少が認
められた。この作用は、オレキシン受容体
拮 抗 薬 に よ り 強 く 阻 害 さ れ た 。      
これらの結果から、①ノンレム睡眠時に分
界条床核の GABA作動性ニューロンが興奮
することで覚醒が惹起されるが、ここには
オレキシンの作用は介在しないこと、②分
界条床核の GABA作動性ニューロンが持続 
的に興奮するとオレキシン系が動員され、
その作用によって覚醒が維持されることが
明らかになった。本研究により、不安など
の情動に大きく関与する分界条床核におけ
る GABA作動性ニューロンが覚醒を誘導す
るメカニズムの一端が明らかになった（図
１）。 
 
図１覚醒制御におけるBNST GABAニューロンの働き 
 
また覚醒制御にかかわる神経ペプチド、オ
レキシンが青斑核の NAニューロンを介し
て覚醒レベルとともに恐怖レベルを調節し
ていることを明らかにした。 
オレキシンから青斑核への信号や、NAニュー
ロンから扁桃体への信号を抑制すると、本来
なら恐怖を感じるべき状況でも恐怖を表現
しなくなることを見出した。逆にこれらの経
路を人工的に興奮させると汎化が起こり、恐
怖を感じる必要がない状況であっても、その
環境に恐怖を感じたときと似た要素があれ
ば、強い恐怖反応を示すようになった。ただ
し、環境に恐怖を示唆する要素が何もなけれ
ば同じ経路を興奮させてもすくみ行動は観
察されなかった。以上より、オレキシンはこ
れらの経路を適切なレベルに調節して、恐怖
応答の強弱を制御していることが明らかに
なった。さらにオレキシンは、オレキシン 1
型受容体（OX1R）に結合することで、NAニュ
ーロンを興奮させることが明らかになった。 
 オレキシンにより、興奮したNAニューロ
ンは、扁桃体外側部に作用し、あらか じめ
成立していた恐怖記憶を汎化させ、恐怖の
応答を強めることが明らかになった（図２）。
これらの研究により、視床下部、脳幹、大
脳辺縁系を含む覚醒制御系の一部が明らか
になり、ストレスや情動が睡眠覚醒状態に
影響を与えるメカニズムの解明の一助とな
る成果が得られた。 
図２恐怖記憶の汎化におけるオレキシンとノルア
ドレナリンニューロンの働き 
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